研究证实，EB病毒(EBV)感染与传染性单核细胞增多症、X染色体相关的淋巴增生综合征、移植后淋巴细胞增殖性疾病、Burkitts淋巴瘤、霍奇金病、结外NK/T细胞淋巴瘤鼻型、鼻咽癌等疾病的发生、发展密切相关[@b1]--[@b2]。2003年Oyama等[@b3]报道了22例60岁以上不存在免疫缺陷的EBV阳性B细胞淋巴系统增殖性疾病患者，提示这类疾病与年龄所致的免疫系统功能退化相关。随后2007年Oyama等[@b4]发现，EBV阳性弥漫大B细胞淋巴瘤(DLBCL)患者的发病年龄高于EBV阴性者，临床表现更具侵袭性且预后较差。在韩国的一项研究中，380例DLBCL患者中EBV阳性者占9.0% (34例)[@b5]。在2008年版WHO淋巴肿瘤分类中，老年EBV阳性DLBCL作为新的亚型被单独列出并定义为：年龄大于50岁、既往没有免疫缺陷且EBV阳性的B细胞单克隆增殖性疾病[@b6]。本研究中我们对147例DLBCL患者的临床资料进行回顾性分析，旨在探讨老年EBV阳性DLBCL患者的临床特征及预后。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：2010年01月01日至2013年12月31日吉林大学第一医院肿瘤中心收治的147例DLBCL患者纳入本研究，入组患者均采用原位杂交法检测EBV编码的小RNA(EBER)进行EBV的诊断。排除既往存在淋巴瘤、移植病史及免疫功能缺陷的患者。由2位病理专家对其组织形态学和免疫表型进行复诊，描述其形态特征。所有患者均接受CHOP方案(环磷酰胺＋多柔比星＋长春新碱＋泼尼松)或CHOP联合利妥昔单抗化疗±局部放疗±手术治疗。收集的临床资料包括性别、年龄、临床表现、病理形态特征、免疫表型、Ann Arbor分期、国际预后指数(IPI)评分、美国东部肿瘤协作组(ECOG)评分等。

2．免疫组织化学检测：用免疫组织化学方法检测肿瘤细胞CD3、MUM-1、CD30、EMA、ALK、CD56、CD19、CD20、CD79a、PAX-5、CD68、Ki-67、LMP-1等表达。

3．EBER原位杂交检测EBV：采用EBV寡核苷酸探针(EBER 1/2)原位杂交技术检测病变组织中EBV mRNA表达。探针为丹麦Dako公司产品(Y5200)。EBER阳性细胞\>20％判定为EBV阳性。

4．随访：通过查阅病历记录及电话随访获得患者生存状态信息。总体生存时间是从首次确诊开始至随访截止(2014年10月31日)或死亡的时间。

5．统计学处理：采用SPSS 17.0软件进行数据分析，计数资料的比较用χ^2^检验；生存率比较应用Kaplan-Meier方法，Log-rank检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．临床特征：147例DLBCL患者中，8例判定为EBV阳性(44岁患者1例、\>50岁患者7例)。符合老年EBV阳性DLBCL诊断标准[@b6]的7例患者中，男5例，女2例；中位年龄为62(53\~83)岁；2例起源于淋巴结，5例起源于淋巴结外器官(甲状腺、胃肠道、肝脏、肾上腺及骨髓)；3例存在B症状(发热、盗汗、体重减轻等非特异性全身症状)，4例ECOG评分\>2分，5例Ann Arbor临床分期为Ⅲ/Ⅳ期，4例IPI评分≥3分(中高危／高危)。详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 7例老年EBV阳性弥漫大B细胞淋巴瘤患者临床资料及转归

  例号    性别   年龄(岁)  原发部位        B症状   ECOG评分   Ann Arbor分期   IPI评分   骨髓浸润  治疗                 转归   生存期(月)
  ------ ------ ---------- -------------- ------- ---------- --------------- --------- ---------- ------------------- ------ ------------
  1        男       83     淋巴结           \+        2             Ⅰ            3         −      未治疗               死亡       5
  2        男       75     胃肠道            −        1             Ⅱ            1         −      手术切除+ RCOHP×4     CR        15
  3        男       63     淋巴结           \+        2             Ⅲ            4         −      RCOHP×1              死亡      3.5
  4        女       62     胃肠道、骨髓      −        1             Ⅳ            2         \+     手术切除+ COHP×6      CR        18
  5        女       55     甲状腺、脾       \+        2             Ⅳ            3         −      COHP×2               失访       /
  6        男       54     甲状腺            −        0             Ⅲ            1         −      手术切除+ COHP×3     死亡       3
  7        男       53     肝、甲状腺        −        3             Ⅳ            3         −      RCOHP×3              死亡      2.5

注：ECOG：美国东部肿瘤协作组；IPI：国际预后指数；B症状：发热、盗汗、体重减轻等非特异性全身症状；CR：完全缓解；／：无资料；CHOP方案：环磷酰胺＋多柔比星＋长春新碱＋泼尼松；RCHOP方案：CHOP方案＋利妥昔单抗

7例老年EBV阳性DLBCL患者与85例\>50岁EBV阴性DLBCL患者在性别比例、B症状、大肿块、骨髓浸润、病理亚型、结外受累、临床分期及IPI评分等方面差异均无统计学意义，但老年EBV阳性DLBCL患者ECOG评分较EBV阴性组差(*P*=0.004)。详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 50岁以上EBV阳性与EBV阴性弥漫大B细胞淋巴瘤患者临床特征比较

  临床特点               EBV阳性(7例)   EBV阴性(85例)   *P*值
  --------------------- -------------- --------------- -------
  中位年龄(岁)            62(53\~83)     59(51\~84)     0.284
  性别\[例\]                                            0.376
   男                         5              46        
   女                         2              39        
  B症状\[例\]                                           0.972
   有                         3              37        
   无                         4              48        
  大肿块\[例\]                                          0.189
   有                         3              18        
   无                         4              67        
  原发部位\[例\]                                        0.080
   淋巴结外                   5              32        
   淋巴结                     2              53        
  骨髓浸润\[例\]                                        0.387
   有                         1               5        
   无                         6              80        
  Ann Arbor分期\[例\]                                   0.193
   Ⅰ/Ⅱ                        2              46        
   Ⅲ/Ⅳ                        5              39        
  ECOG评分\[例\]                                        0.004
   \<2                        3              73        
   ≥2                         4              12        
  IPI评分\[例\]                                         0.196
   \<3                        3              57        
   ≥3                         4              28        

注：ECOG：美国东部肿瘤协作组；IPI：国际预后指数；B症状：发热、盗汗、体重减轻等非特异性全身症状

2．病理特征：7例老年EBV阳性DLBCL患者中单一大细胞亚型4例，多形性亚型3例，肿瘤细胞异型明显，可见R-S细胞样及间变性大细胞淋巴瘤特征性细胞样巨细胞，伴多量反应性炎性细胞，其中5例存在大片地图样坏死。7例老年EBV阳性DLBCL患者均表达B细胞标志CD20，Ki-67阳性率为70%\~90%。7例患者中6例为非生发中心起源B细胞(non-GCB)型，1例为生发中心起源B细胞(GCB)型。详见[表3](#t03){ref-type="table"}。

###### 7例老年EBV阳性弥漫大B细胞淋巴瘤病理形态及免疫表型特点

  例号    病理形态   地图样坏死   CD20   CD10   Bcl-6   Mum-1   Bcl-2   CD30   Ki-67(%)   GCB/non-GCB
  ------ ---------- ------------ ------ ------ ------- ------- ------- ------ ---------- -------------
  1         单一         \+        \+     \-     \-      \+      \+      \+       90        non-GCB
  2         多形         \+        \+     \-     \+      \+      \-      \+       90        non-GCB
  3         单一         \+        \+     \-     \-      \+      \+      \-       70        non-GCB
  4         单一         \-        \+     \+     \-      \-      \-      \+       90          GCB
  5         多形         \+        \+     \-     \+      \+      \+      \-       70        non-GCB
  6         单一         \+        \+     \-     \-      \+      \+      \+       70        non-GCB
  7         多形         \-        \+     \-     \-      \+      \+      \+       90        non-GCB

注：non-GCB：非生发中心起源B细胞亚型；GCB：生发中心起源B细胞亚型

3．治疗反应及生存情况：7例老年EBV阳性DLBCL患者中，1例因高龄、一般状态差而放弃治疗，确诊5个月后死亡；2例原发于胃肠道的患者经过手术切除后联合COHP±R方案化疗达完全缓解；3例原发于甲状腺的患者经过手术±COHP/RCHOP方案治疗后，其中2例疾病快速进展而死亡，1例失访；1例原发于淋巴结的患者经RCHOP方案治疗后死亡。本研究中7例老年EBV阳性DLBCL患者中2例完全缓解，中位生存期为5(2.5\~18)个月。同期收治的85例EBV阴性\>50岁DLBCL患者的中位生存期为16(0.5\~48)个月，优于7例老年EBV阳性DLBCL患者(*P*=0.014)([图1](#figure1){ref-type="fig"})。

![EBV阳性与EBV阴性老年(\>50岁)弥漫大B细胞淋巴瘤患者的生存比较](cjh-36-08-698-g001){#figure1}

讨论 {#s3}
====

老年EBV阳性DLBCL是WHO (2008)造血与淋巴组织肿瘤分类中一个新的DLBCL亚型。从免疫学角度考虑，衰老可导致体内炎症及抗炎过程的失衡，炎症产生的氧化活性分子可引起p53、Rb、NF-κB及丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)等致癌信号通路的激活，从而促进淋巴瘤的产生[@b7]。但是越来越多的研究认为EBV阳性DLBCL在年轻人中也有一定的发病率[@b4],[@b6],[@b8]。我们在研究中也发现1例44岁EBER阳性的DLBCL患者，在Oyama等[@b4]的一项大型临床研究中甚至将老年EBV阳性DLBCL的年龄界定在40岁。

老年EBV阳性DLBCL的确诊需要明确的EBV感染证据，但是WHO分类中并未明确定义EBV阳性的判定方法。许多临床研究将大部分肿瘤细胞存在EBER阳性定义为EBV阳性，判定界值从10％至50％不等。

老年EBV阳性DLBCL的发生率为2.4%\~14.1%[@b9]--[@b10]，东亚地区8.7%\~9.7%[@b6]--[@b7],[@b11]，西方国家低于5%[@b9]，墨西哥为7%[@b9]，秘鲁高达14.1 %[@b10]。老年EBV阳性DLBCL的发病率可能与地域和(或)人种有一定的相关性，但各个研究中心对该疾病的诊断标准，如年龄及判定EBV感染的EBER阳性的界值可能是影响其发病率数据的最大的因素。我们将年龄界定为50岁，EBER阳性细胞大于20％定义为EBV感染，全部147例DLBCL患者中老年EBV阳性患者占4.76%。

许多研究均表明EBV阳性DLBCL患者的发病年龄高、临床表现更具侵袭性且预后较差。在以往的研究结果中，老年EBV阳性DLBCL的中位发病年龄为65\~77岁，以男性多见，近半数以上的患者Ann Arbor临床分期为晚期，IPI评分较高，常存在B症状，结外受累多见[@b4]--[@b5],[@b8]--[@b11]，预后较差。本研究7例老年EBV阳性DLBCL患者的中位发病年龄为62(53\~83)岁，以男性多见，半数以上的患者均有红细胞沉降率、乳酸脱氢酶及β~2~微球蛋白的升高，5例患者Ann Arbor临床分期为晚期，4例患者ECOG评分大于2分，4例患者IPI评分大于3分。这些临床指标均提示老年EBV阳性DLBCL患者的肿瘤负荷重、侵袭性强。将7例老年EBV阳性DLBCL患者的临床特点与同期收治的85例EBV阴性且年龄\>50岁的DLBCL患者相比较，发现EBV阳性患者仅在ECOG评分方面劣于EBV阴性患者。

几乎所有的研究均认为老年EBV阳性DLBCL对治疗反应差，预后不佳，这也是该亚型被单独列出的原因之一。因治疗方案选择的差异、患者依从性的不同，各研究报道的中位生存期从5个月到35.8个月不等，但明显劣于EBV阴性的DLBCL[@b5],[@b10]--[@b12]。本研究中7例老年EBV阳性DLBCL患者中位生存时间为5(2.5\~18)个月，与同期收治的EBV阴性DLBCL患者相比，其生存期显著缩短。

老年EBV阳性DLBCL组织病理上常常可见到地图样坏死，从细胞形态上常可分为两个亚型：单一大细胞亚型多为转化的大细胞；多形性细胞亚型，细胞常常大小不一，形态多样，可见组织细胞、浆细胞、小淋巴细胞、免疫母细胞及R-S样巨细胞等[@b13]--[@b14]。本研究老年人EBV阳性DLBCL中以单一大细胞亚型略多见，其中5例可见大片地图样坏死。按照Hans标准根据CD10、Bcl-6及Mum-1免疫组化结果将7例患者分为GCB、non-GCB亚型，其中6例为non-GCB型。许多研究也发现老年EBV阳性DLBCL患者以non-GCB亚型为主[@b5],[@b15]，可能与NF-κB信号通路的激活相关[@b16]。

虽然老年EBV阳性DLBCL在病理形态及免疫组化上有独特的表现，但ERBR检测仍然是诊断的金标准。Gibson及His[@b15]认为在以下情况下应行ERBR检测：存在多形性细胞、浆细胞及R-S样细胞浸润，血管受侵，大片坏死及non-GCB亚型。

目前，老年EBV阳性DLBCL的治疗尚无统一的方案。单一化疗效果并不理想，一般可选择利妥昔单抗联合CHOP方案化疗[@b17]。但患者的治疗反应差。目前研究的治疗手段包括：①EBV-特异性获得免疫疗法：可在体外活化培养及扩增EBV特异细胞毒性T细胞，然后回输至患者体内，EBV特异细胞毒性T细胞可通过嵌合受体靶向识别并溶解EBV感染的肿瘤细胞[@b18]。最近的研究表明老年EBV阳性DLBCL属于表达EBNA3A显性蛋白的Ⅲ型EBV潜伏感染[@b19]，提示特异性细胞毒性T细胞可以很好地杀伤这部分肿瘤细胞。②mi-RNA靶向治疗：目前已经发现44种EBV-miRNA，可以在感染潜伏期靶向宿主细胞的转录过程[@b20]。EBV-miR-BART5可以靶向并降解p53正调节的凋亡蛋白，EBV-miR-BHRF1可以促进B细胞的转化及增殖并抑制细胞凋亡[@b21]，因此靶向mi-RNA的治疗前景值得期待。现今已有的设想包括[@b22]：应用反mi-RNA的寡核苷酸直接靶向EBV-miRNA，从而阻断miRNA与mRNA之间的作用；设计小分子的抑制剂可以靶向抑制特异性miRNA的合成；设计与miRNA相似的序列，与mRNA高效结合从而阻止miRNA与mRNA之间的作用。③联合抗疱疹病毒治疗：在诱导EBV感染的肿瘤细胞溶解后联合应用抗疱疹病毒药物也是一个潜在的治疗手段。常见的诱导细胞溶解的药物有DNA甲基化转移酶抑制剂、组蛋白去乙酰转移酶抑制剂、B细胞受体的封闭性抗体及化疗药物等[@b23]。最近的一项研究表明组蛋白去乙酰转移酶抑制剂帕比司他(Panobinostat)可以有效治疗EBV相关淋巴瘤[@b24]。④信号传导通路的靶向治疗：老年EBV阳性DLBCL主要由NF-κB信号传导通路激活，从而导致活化B细胞来源的肿瘤形成，故靶向NF-κB传导通路的治疗手段可能有效[@b16]。研究发现蛋白酶体抑制剂硼替佐米可以诱导EBV原始淋巴细胞系凋亡，并降低NF-κB信号传导通路的活性[@b25]。

最新的研究表明PI3K-PDK1在活化B细胞来源的DLBCL中可以上调NF-κB信号传导通路[@b26]，因此PI3K抑制剂可以降低NF-κB信号通路的活动，用于治疗活化B细胞来源的DLBCL。此外，EBNA1在感染EBV的细胞中持续表达，并保存了EBV的基因组，Sun等[@b27]的研究表明Hsp90抑制剂可以通过降低EBNA1的活性而阻止EBV阳性恶性细胞的生长，而且Hsp90还被证实可以抑制NF-κB的活性[@b28]。由于EBV阳性DLBCL患者高度表达CD30，因此CD30单克隆抗体可能成为治疗的又一选择[@b29]。
